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Resumen 
Introducción: La melanina es un pigmento endógeno que se encuentra en nuestro 
organismo y puede ser de color amarillo, pardo o negro. Éste pigmento, es sintetizado 
por los melanocitos y cumple un rol importante, ya que nos protege de los rayos 
ultravioletas (UV).  Como toda célula, los melanocitos no están ajenos a sufrir mitosis 
atípicas, ya sea por exceso de exposición a los rayos UV o por herencia genética, y 
pueden generar una proliferación de melanina lo que puede llevar a la formación de un 
Melanoma. Es por esto la importancia de su identificación en los laboratorios de 
anatomía patológica, ya que permite descartar un nevo de algo más complejo como lo es 
el cáncer. Existen técnicas histoquímicas que permiten identificar la melanina, ya que 
ésta presenta características como: producir quelatos con el ión ferroso y  reducir el 
nitrato de plata a plata amoniacal, siendo estas particularidades las bases para las 
técnicas de  Captación del Ión Ferroso y Fontana Masson respectivamente, ésta última 
utilizada en los laboratorios como técnica de rutina, desplazando totalmente a la primera 
técnica mencionada. Objetivos. Demostrar que el Método de Captación del Ión Ferroso 
es más efectivo en la identificación de melanina que la técnica de Fontana Masson. 
Materiales y métodos. Se realizó un estudio de tipo explicativo, donde se utilizaron 60 
biopsias de piel con nevos y melanomas, provenientes del Hospital Carlos Van Buren de 
Valparaíso, se evaluó; tiempo del procedimiento, materiales a utilizar e intensidad de 
tinción para melanina en cada técnica. Conclusiones. La Técnica de Fontana Masson no 
identifica más gránulos de melanina, pero si los identifica de manera más intensa, 
observándose de color negro, versus lo que se observó con captación del ión ferroso, de 
color verdoso, café o pardo según la cantidad de melanina presente en el tejido.  
 
Palabras clave: Melanina, Captura del Ión Ferroso, Método de Fontana Masson.  
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CAPÍTULO 1 
 
 
1.1 INTRODUCCIÓN 
 
     La melanina corresponde a un “pigmento  granuloso, amarillo, pardo o negro, que 
normalmente se encuentran en la piel, pelo, coroides y el iris del ojo, las meninges y la 
substancia negra del cerebro” (Lynch, 1972). Este pigmento es sintetizado por los 
melanocitos (células de origen nervioso que se encuentran en la base de la epidermis 
teniendo como función la síntesis de melanina y proteger a las células de la piel de los 
rayos ultravioleta (Avril, 2004)) y tiene la característica que es capaz de reducir por sí 
sola las soluciones de nitrato de plata para dar precipitados de plata metálica (García del 
moral, 2001) siendo éste principio en el que se basa el Método de Fontana Masson 
(Martínez, 2008). 
     Por otra parte, la melanina produce quelatos con el ión ferroso, lo que actúa como 
base para la técnica de Captación del ión ferroso la que permite demostrar la melanina 
tratando el tejido con ferricianuro de potasio, lo que también se conoce como reacción 
de Azul Turnbull (Lynch, 1972). 
     La importancia de su identificación en histopatología, está en que ciertos 
melanocarcinomas solo tienen pequeñas cantidades de melanina, cuyo hallazgo permite 
establecer el diagnóstico de estos tumores muy malignos (Lynch, 1972;  Rodríguez, 
2004). 
Las técnicas utilizadas en la identificación de éste pigmento son; la Histoquímica, 
Inmunohistoquímica e Histoenzimología,  siendo la primera de éstas la más utilizada  a 
la hora de identificar la melanina, ya que es la más económica y la más masificada 
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dentro de los laboratorios de anatomía patológica (García del Moral, 2001). Es por tanto 
que, la Histoquímica tiene como objetivo estudiar la composición química de las 
estructuras celulares y tisulares de los organismos animales y vegetales (Leiva, 1982). 
     Basado en éste objetivo, la Histoquímica requiere de la adecuada conservación de la 
morfología y de los componentes químicos, que serán identificados por medio de 
reacciones específicas. 
     La identificación y caracterización de la naturaleza química de las sustancias puede 
hacerse también por medio de métodos físicos o químicos: 
• Procedimientos físicos: Estos métodos pueden ser relativamente simples 
como: solubilización, extracción, microincineración o determinación de 
ciertas características por medio del microscopio de polarización 
(birrefringencia) o de fluorescencia (Leiva, 1982). 
• Procedimientos químicos: Estos métodos se utilizan con más frecuencia en los 
estudios histoquímicos y en mayoría se basan en la aplicación de reacciones 
químicas sin que estos alteren o dañen la morfología (Leiva, 1982). 
     Existen una gran variedad de métodos, que han permitido a la histoquímica poder  
caracterizar la mayoría de las  macromoléculas presentes en células y tejidos (Leiva, 
1982) y es gracias a esto último, que es posible identificar uno de los pigmentos más 
importantes de nuestro organismo, la Melanina. 
     Es esta la motivación de realizar dicha investigación,  para evaluar el grado de  
tinción de melanina  en ambas técnicas y predecir si la Captación del ión Ferroso tiene 
los mismos resultados que Fontana Masson, técnica utilizada en rutina. En  caso de no 
haber diferencia entre ellos, se propondrá implementar el método de  Captación del ión 
ferroso por sobre Fontana Masson, ya que ésta última tiene mayores cuidados técnicos 
alusivos a la utilización del nitrato de plata y un procedimiento mucho más largo. 
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     En la realización de ésta investigación,  se utilizaron 60 muestras de piel de nevos y 
melanomas  del año 2012 y  2013  procedentes del Hospital Carlos Van Buren de 
Valparaíso. 
 
 
1.2 MARCO TEÓRICO 
 
     La Técnica de Fontana Masson permite la identificación de melanina, que se ha 
utilizado para el diagnóstico de melanomas, feocromocitomas (neoplasia que se presenta 
en la glándula suprarrenal)  y tumores carcinoides (Bennington, 2000). 
     Originalmente, se creó la técnica de Fontana en 1914, la que fue posteriormente 
modificada por Masson en 1946, creándose así la técnica de Fontana-Masson (Lynch, 
1972). 
     Por otra parte el Método de Captación del Ión Ferroso, que también identifica 
melanina, fue descubierto por Lillie en 1957, quien descubrió que las melaninas 
producen quelatos con el hierro ferroso (Lynch, 1972). 
 
 
 
 
1.2.1 Técnica histológica 
 
 
 
     La técnica histológica consiste en la preparación del tejido, para lograr su posterior 
estudio microscópico (García del Moral, 2001);  esto se logra gracias que el tejido es  
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sometido a una serie de procesos tales como la fijación: que tiene por objetivo preservar 
la estructura celular y detener los procesos posteriores a la muerte celular; 
deshidratación: permite la extracción de agua del tejido;  aclaramiento; el cual se efectúa 
con el fin de eliminar el agente deshidratante y reemplazarlo por una sustancia que sea 
miscible con el medio de inclusión; impregnación: se realiza con el fin de reemplazar  
los espacios tanto intracelulares como extracelulares con el medio de inclusión a utilizar, 
inclusión: en este proceso se forma el bloque celular para dar consistencia al tejido en el 
momento del corte; corte: se obtienen cortes delgados de tejido con la utilización de un 
micrótomo; tinción: se utilizan colorantes para teñir el tejido e identificar las estructuras 
celulares; montaje: se realiza para proteger la muestra en donde se adhiere un 
cubreobjetos sobre el portaobjetos (Anexo A). 
 
 
 
1.2.2 Formol 
 
 
     El formaldehido (CH2O), corresponde a uno de los principales reactivos utilizados para la 
fijación, es el más utilizado en los laboratorios de anatomía patológica, debido a sus variadas 
ventajas; ya que es de bajo coste, de fácil almacenamiento, preserva de manera adecuada el 
tejido.  De manera comercial se tiene el formol o formalina en una solución concentrada de 
aldehído fórmico del 30 al 40 % (Del Brío, 1995). 
FIGURA 1 Fórmula química Formaldehído.  
Extraído de Weininger, 1998. 
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     El formaldehido corresponde a un monoaldehído (Figura 1), pero también se puede 
presentar como paraformaldehído; el que es un polímero de alto peso molecular de 
formaldehído que  se forma por lenta evaporación de éste. El paraformaldehído es de 
color blanco, sólido y estable; y su formación puede revertirse por medio de calor. 
     El formol es un fijador que actúa por reticulación de proteínas, siendo un proceso que 
se genera cuando este provoca una rotura masiva de  puentes de hidrógeno, para luego 
formar una malla reticular por asociación química entre los grupos activos del fijador (el 
grupo aldehído) (Escarabajal, 2006). 
     La fijación que realiza el formol a pesar de que es un fuerte agente reductor, es por 
medio de una reacción de tipo oxidativa. Este fijador se puede combinar con diversos 
grupos funcionales de las proteínas, tales como; amino, imino, amido, guanidil, 
hidroxil,carboxil y anillos aromáticos, formando puentes de unión entre las proteínas, 
produciendo una polimerización entre ellas y consecuentemente estabilizando los 
componentes del tejido. Este entrecruzamiento lleva algún tiempo y es recomendable 
tratar los tejidos con un mínimo de 48 horas si son de gran tamaño y 24 horas si son 
muestras pequeñas. Una fijación de tiempo inferior al que el tejido requiere, 
probablemente causará  daños en la conservación tisular. 
     El formol al 10%, utilizado en los laboratorios de anatomía patológica, se utiliza 
diluido en tampón fosfato pH 7.4, ya que por sí solo puede provocar algún grado de 
endurecimiento del tejido, es por esto que en algunas ocasiones  se utiliza disuelto en 
agua o en soluciones tampón (Montuenga, 2009).  
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1.2.3 Colorantes y Tipos de colorantes 
 
 
     Los tejidos de origen animal son incoloros, es por esto que para su visualización se 
hace necesario utilizar alguna sustancia colorante; aprovechando la propiedad que tienen 
los tejidos para añadir y fijar éstas sustancias.  
     Existen básicamente dos tipos de colorantes, los naturales y los artificiales. En donde 
los colorantes naturales, son los más utilizados en técnicas de rutina y éstos se obtienen 
en forma de extractos a partir de plantas, insectos o minerales. A modo general la 
capacidad tintorial de éstos colorantes es menor que la de los colorantes artificiales. 
Entre ellos desatacan la hematoxilina y el carmín. 
     Por otra parte existen los colorantes artificiales, los que corresponden a aquellos que 
son sintetizados en un laboratorio (por lo que existe una gran gama de estos)  y en su 
mayoría derivan de la anilina, por ejemplo la safranina (García del moral, 2001).  
 
 
 
1.2.4 Colorantes de contraste 
 
 
     Son colorantes que dan  un color al corte histológico que contrasta con el colorante 
primario. Este colorante no es absorbido por las estructuras que en un primer lugar 
fueron teñidas. De esta manera, tipos de células o sus estructuras se pueden distinguir 
unas de otras. Un ejemplo de esto es la safranina, la cual es un colorante derivado de las 
acinas y de carácter básico, la cual se tiñe de color rojo brillante, el que se observa en la 
Técnica de Fontana Masson (García del Moral, 2001). 
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1.2.5 Reacciones químicas 
 
 
1.2.5.1 Reducción 
 
 
     “Es un cambio químico en el cual un átomo o grupo de átomos ganan electrones” 
(Teijon, 2006), es decir, cuando un átomo, ión o molécula ha ganado electrones, éste se 
ha reducido (Brown, 2004). Por ejemplo; en la técnica de Fontana Masson ocurren dos 
reducciones, el amoniaco realiza la primera reducción al nitrato de plata y después el 
tejido la segunda (precipitándose la plata metálica por sobre el tejido) (García del Moral, 
2001). 
 
 
1.2.5.2 Oxidación 
 
 
     “Es un cambio químico en el que un átomo o grupo de átomos pierden electrones” 
(Teijon, 2006), es decir cuando un átomo, ión o molécula alcanza una carga de carácter 
más positiva (debido a que ha perdido electrones) se dice que se oxida (Brown, 2004). 
En relación al ejemplo anterior, se puede decir que el amoniaco al reducir el nitrato de 
plata, se oxida (García del Moral, 2010). 
     Cuando un reactivo se oxida, es decir, que ha sufrido una pérdida de electrones, otro 
reactivo debe ganar aquellos electrones, estas reacciones siempre van acompañadas 
(Brown, 2004). 
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1.2.6 Impregnación argéntica 
 
 
     La impregnación argéntica es una coloración especial, la que se fundamenta en la 
utilización de sales metálicas, como nitrato de plata y otros, para originar precipitados en 
las estructuras tisulares que se deseen observar. El objetivo de esta coloración es la 
precipitación de la plata metálica a partir de sus sales, y el depósito de ésta sobre los 
tejidos a observar. El nitrato de plata corresponde a la sal argéntica más utilizada, ya que 
es muy soluble en agua (García del Moral, 2001). 
     La impregnación con plata por mecanismos histoquímicos se basa en el desempeño 
del tejido sobre la plata, debido a que interviene de forma activa por medio de una 
reacción química de reducción (Bancroft, 2008).  
     Para una mayor comprensión de la acción del tejido sobre la plata es necesario definir 
términos de argentafinidad y argirofilia: 
      
 
1.2.6.1 Argentafinidad: Corresponde a la propiedad que tienen los tejidos para  reducir 
el nitrato de plata amoniacal a plata metálica sin la necesidad de utilizar agentes 
reductores externos. Esta propiedad se encuentra presente en granulaciones 
citoplasmáticas de los melanocitos (García del Moral, 2001). Siendo el método de 
Fontana Masson quién aprovecha la argentafinidad de la melanina, para realizar la 
impregnación argéntica (García del Moral, 2001). 
      
1.2.6.2 Argirofilia: Corresponde a la propiedad que tienen algunas estructuras tisulares 
de unirse a los iones de plata derivados del nitrato de plata o de plata amoniacal. Sin 
embargo, estas estructuras tisulares son incapaces de reducir por sí mismas  el nitrato de 
plata amoniacal, por lo tanto estos iones, serán precipitados posteriormente por agentes 
reductores externos, como formol o hidroquinona (García del Moral, 2001). 
 
15	  
	  
1.2.7 Blanqueamiento de la melanina: Control negativo 
 
 
     Es el proceso que permite decolorar completamente los gránulos de melanina,  a 
través de agentes oxidantes fuertes. El tratamiento con las soluciones puede variar de 
minutos a horas dependiendo de qué agente oxidante se utilizará (García del Moral, 
2001). Existe gran variedad de procedimientos prácticos, dentro de los más comunes 
está el  permanganato de potasio al 0,25% y ácido oxálico al 2%, pero la desventaja que 
presentan, es que pueden tener efectos perjudiciales sobre la calidad del  tejido, los 
cuales pueden dañar los epítopos antigénicos. Uno de los métodos de elección es el 
tratamiento  con peróxido de hidrógeno (H2o2), ya que su principal ventaja es  que no 
destruye ni daña los epítopos antigénicos (Bancroft, 2008). 
     Esta decoloración del pigmento melánico, es utilizado como control negativo, donde 
no existe la presencia de melanina,  y es útil a la hora de comprobar y analizar resultados 
obtenidos. 
 
 
 
 
 
 
1.2.8 Técnica de Fontana Masson 
 
 
 
     Este método utilizado para la identificación de la melanina a modo rutinario, consta 
de las siguientes soluciones (García del Moral, 2001): 
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1.2.8.1 Procedimiento técnico (Leiva, 1982): 
 
Procedimiento de la técnica 
1. Desparafinar e hidratar los cortes hasta agua destilada 
2. Tratar los cortes con la solución de Gram durante 10 minutos. 
3. Lavar bien con agua destilada durante 30 minutos. 
4. Colocar los cortes en solución fontana durante 18-24 horas 
5. Lavar en agua destilada 
6. Lavar en agua destilada. 
7. Colocar en hiposulfito de sodio al 0,5% durante 2 minutos. 
8. Lavar en agua corriente durante 3 minutos. 
9. Contrastar los núcleos en safranina durante 15 segundos. 
 
Solución de Gram 
 
Solución de Fontana 
 
Hiposulfito de 
sodio al 0,5% 
 
Safranina al 0,5% 
 
 
Yodo 1g 
Yoduro de potasio 2g 
Agua destilada 300 ml 
 
 
Nitrato de plata al 
10%  20 ml 
Amoniaco concentrado 
(gotas) 
Agua destilada 20 ml 
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1.2.8.2 Fundamento teórico 
 
 
     Éste método se utiliza para tejido argentafín, como lo es la melanina; primero se 
comienza por una oxidación del tejido realizado por la solución de Gram, luego se 
realiza una impregnación argéntica de dos tiempos; en primer lugar el amoniaco ejecuta 
la primera reducción de la solución de nitrato de plata, y luego el tejido (en éste caso la 
melanina) realiza la segunda reducción, lo que expresa el precipitado metálico de plata 
sobre las granulaciones de melanina. Posteriormente, se pasa por la solución de 
Hiposulfito de Na, con el fin de arrastrar la plata no precipitada y fijar  la ya precipitada. 
Finalmente observándose los gránulos de melanina de color negro (Figura 2) (García del 
Moral, 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 2. Pigmentos de melanina 
destacados con Fontana Masson 
Extraído de Unidad de investigación. CD 
de  Técnicas Histológicas. Escandon y 
Lobos (2010). 
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1.2.9 Quelación 
 
 
 
     Cuando un ión metálico se combina con un donador de electrones, se dice que la 
sustancia que se forma es un compuesto complejo. Si la sustancia que se combina con el 
metal contiene dos o más grupos donadores, de tal manera que forman uno o más 
anillos, entonces la estructura que resulta es un compuesto quelado o quelato (Figura 3) 
y al donador se le denomina agente quelante o ligante (Santos, 1959). 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 3 Esquema de concepto de quelación 
Extraído de Morrison, 1998 
 
 
     Esta unión da un complejo mucho más estable, siendo la base del método de 
captación del ión ferroso. 
 
 
 
 
 
 
 
Metal de transición: Ión Ferroso 
Ligante: Tejido 
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1.2.10 Método de captura del ión ferroso o Azul de Turnbull 
 
 
 
     Este método de identificación de melanina, utiliza las siguientes soluciones en su 
procedimiento (Leiva, 1972): 
 
 
Solución Hierro Ferroso 
2,5 g de Sulfato Ferroso. 
100 ml agua destilada. 
 
 
Solución de Ferricianuro 
 
1g de Ferricianuro de potasio 
100 ml de Ácido acético 
 
 
 
1.2.10.1 Procedimiento técnico (Leiva, 1982): 
 
Procedimiento de la técnica 
1. Desparafinar e hidratar los cortes hasta agua destilada. 
2. Colocar los cortes en la solución de hierro ferroso durante 1 hora. 
3. Lavar en 4 cambios de agua destilada de 5 minutos cada uno. 
4. Colocar en solución de ferricianuro durante 1 hora. 
5. Lavar en ácido acético al 1%. 
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1.2.10.2 Fundamento teórico 
 
 
 
     La identificación y visualización de la melanina, se produce cuando ocurre la 
captación del ión ferroso por parte de la melanina a partir de una reacción de quelación, 
formándose un complejo incoloro que posteriormente es reconocido por el Ferricianuro 
de Potasio, dando un compuesto final coloreado denominado Azul de Turnbull o 
químicamente llamado Ferricianuro Ferroso. Observándose los gránulos de melanina de 
color verde oscuro, café a pardo oscuro (Figura 4), dependiendo de la concentración de 
éste pigmento (García del Moral, 2001). 
Reacción química: 3FeCl2 + 2K3Fe (CN)6 à Fe 3 (Fe[CN]6)2 + 6 KCl 
                                                         
                                                          Azul de Turnbull 
 
FIGURA 4  Pigmentos de melanina con 
Método de Captura del Ión Ferroso. 
Extraído de Unidad de investigación. CD 
de  Técnicas Histológicas. Escandon y 
Lobos (2010). 
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1.2.11 Diagnóstico diferencial de la melanina para el Método de la Captación del 
Ión Ferroso 
 
 
     El Método de Captación del Ión Ferroso utiliza en su procedimiento Ferricianuro de 
Potasio, reactivo que también se utiliza en la demostración de Hemosiderina, es por 
tanto que existe un diagnóstico diferencial, que permite que la melanina no sea 
confundida  con la hemosiderina. 
     La hemosiderina es un pigmento granular derivado de la hemoglobina de color 
amarillo dorado a pardo, y suele confundirse con la melanina, sobre todo en tejidos que 
no corresponden a piel. (Robbins, 2006). 
     Para la identificación de éste pigmento se utiliza una técnica histoquímica llamada 
Método de Azul de Prusia, la que consiste en identificar la gran cantidad de hierro que 
posee la hemosiderina. El hierro se encuentra en estado férrico, éste se puede demostrar 
al añadir ácido clorhídrico, que libera la hemosiderina y permite la formación de cloruro 
férrico. Luego el hierro reacciona con la solución de ferricianuro de potasio formando 
ferricianuro férrico. El ferricianuro férrico es un compuesto insoluble de color azul, 
conocido como azul de Prusia. Además es necesario añadir un colorante de contraste 
como lo es la safranina. (Bancroft, 2008). 
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1.2.12 Otros métodos de identificación de Melanina 
 
 
Histoenzimáticos: Es la rama de la histotecnología que tiene como objetivo demostrar 
la presencia de actividad enzimática en los tejidos. Para esto se emplean sustancias que 
tras un proceso, adquieren  una coloración determinada indicativo de la presencia de 
dicha enzima (García del Moral, 2001). La más destacada es la siguiente: 
     DOPA oxidasa (Tirosinasa): Permite determinar la actividad enzimática de los 
melanosomas, los cuales son las granulaciones citoplasmáticas que producen melanina.  
Este método se realiza por medio de la dopa-oxidasa, la cual es una enzima que contiene 
cobre y cataliza la oxidación del aminoácido tirosina a dihidroxifenilalanina (DOPA) y, 
finalmente la DOPA a pigmento melánico (Bancroft, 2008). 
     El fundamento de la técnica radica en la incubación con la solución que contiene 
DOPA durante 12 horas a 37º, la cual será oxidada hasta que se transforme en un 
pigmento pardo negruzco, el que demuestra la presencia de melanina (García del Moral, 
2001). 
Inmunohistoquímicos: La inmunohistoquímica, trata de un grupo de técnicas de 
inmunotinción que permite demostrar una variedad de antígenos presentes en las células 
o los tejidos, utilizando anticuerpos marcados. Para el caso de las neoplasias 
melanocíticas, uno de los marcadores más sensibles es la proteína S-100, sin embargo 
presenta poca especificidad, lo que obliga a utilizar anticuerpos más específicos como, 
HMB45 y Melan-a, dentro de los más utilizados (Fuertes de Vega, 2013). Estos tres 
marcadores son útiles a la hora de diagnosticar un melanoma cuando no se tiene certeza 
del diagnóstico. 
Proteína S100: Presenta un patrón o una inmunotinción de tipo nuclear/citoplasmático. 
Es el marcador más sensible para melanona (>95%), pero esto también tiene su 
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desventaja por que marca otrás células, como las de schawnn y algunos carcinomas 
escamosas de células fusiformes (Mooi and Krausz, 2007). 
HMB45: Anticuerpo monoclonal, con un patrón citoplasmático, es más específico que 
la proteína S100, pero menos sensible. Permite identificar lesiones malignas y benignas 
marcando melanosomas inmaduros (Kanitakis, 1991). 
Melan A: Es un antígeno de diferenciación de melanocitos, reconocido por los linfocitos 
T citotóxicos autólogos. Melan-A también se llama MART-1 (antígeno de melanoma 
reconocido por células T).Presenta un patrón citoplasmático y  se expresa en 80-100% 
de los melanomas malignos, incluyendo todos los melanomas primarios cutáneas 
malignas (Fig. 2A) y melanomas de la mucosa. En los melanomas metastásicos la 
tinción puede ser irregular y un poco menos a menudo positivos que en los tumores 
primarios correspondientes (Barnhill, 2004). 
 
 
 
1.2.13 Melanogénesis: 
 
 
     La función de los melanocitos es elaborar la  melanina, esta tiene una función de 
foto-protección ya que puede dispersar y absorber las radiaciones solares. La formación 
de este pigmento o melanogénesis, se efectúa en los melanosomas que contienen la 
enzima tirosinasa. Los melanosomas corresponden a vesículas que trasfieren la melanina 
desde los melanocitos a los queratinocitos (Mooi, 2007) 
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     La melanogénesis es un proceso de tipo enzimático, en donde se realizan diferentes 
reacciones, y el sustrato corresponde al aminoácido tirosina, la que será transformada en 
DOPA (3,4-hidroxifenilalanina) por acción de la enzima tirosinasa por medio de una 
reacción de hidroxilación catalizada. La misma enzima actúa nuevamente sobre la 
DOPA formando así la melanina. (Peña 2007). 
     El melanosoma pasa por diferentes estados mientas se realizan las diferentes 
reacciones que terminan formando el pigmento (melanina). Los melanocitos secretan 
gránulos de melanina, que posteriormente serán fagocitados por los queratinocitos, los 
que se encargarán de distribuir el pigmento. 
     Existen dos tipos básicos de melanina: la eumelanina, parda a negra, y la 
feomelanina, amarilla a rojiza. La síntesis de esta última depende principalmente de la 
presencia de grupos sulfidrilos después de la producción de dopaquinona. El tipo más 
importante en el hombre, hasta el momento, es la eumelanina.  
     El número de melanocitos de la piel por unidad de área es similar en las distintas 
razas, el color de la piel depende fundamentalmente de la cantidad y distribución de los 
corpúsculos de melanina en las capas superficiales de la epidermis (Avril, 2004) 
 
 
 
1.2.14 Nevos o lunares 
 
 
     Se denominan así los tumores benignos derivados de los melanocitos, 
específicamente es una proliferación de estos. Su tamaño es muy variable así como su 
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forma. El color puede variar entre el marrón y el negro intenso  y según su origen se 
pueden clasificar en congénitos (se encuentran presentes al momento de nacer) y 
adquiridos (se presentan después de los 4 años).  
     Según su característica histológica, se distinguen (Raspall, 1997): 
- Nevo de unión: Situados entre la epidermis y dermis. 
- Nevo compuesto: Las células que lo componen no solo se ubican en la 
unión dermoepidérmica sino también alcanzaran la superficie de la 
dermis. 
- Nevo intradérmico: Se localizan en el espesor de la dermis. 
 
 
 
1.2.15 Melanoma 
 
 
 
     Tumor derivado de la transformación maligna de los melanocitos situados en la 
epidermis, dermis o mucosas (Guerra, 2007). Son  de pronóstico grave si no se 
diagnostica a tiempo (Rodríguez, 2004), siendo uno de los cánceres cutáneos más 
agresivos (Piña, 2011).  
     Macroscópicamente, se caracteriza por ser tumor asimétrico (A), de bordes 
irregulares (B), de color heterogéneo (C) y de un diámetro mayor a 6mm (D). A éste 
patrón macroscópico de evaluación se le conoce como ABCD (Lavanderos, 2010). 
     Se desarrolla sobre piel sana en el 50% u 80% de los casos y sobre un nevo 
preexistente en el 20-50%. Siendo la radiación solar el factor etiopatogénico más 
importante (Patiño, 2000) y con una relación Hombres:Mujeres de 1:2.  
     A lo largo de Chile, la mayor  incidencia ocurre en los hombres al contrario de lo que 
sucede con el resto del mundo, siendo la tasa de incidencia ajustada por edad (TAI) para 
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los hombres de 3 por cada 100 mil hombres y para las mujeres  de 2,4 por cada 100 mil 
mujeres (Díaz, 2012).  
     Por regiones, entre los años 2003-2007, la que más se destacaron por presentar cifras 
TAI más altas fueron: 
     En Hombres: 
            - Los Lagos con un 3,9 por cada 100 mil hombres.  
- Atacama con un 3,8 por cada 100 mil hombres. 
- Arica y Parinacota, Valparaíso y La Araucanía con un 3,7 por cada 100 mil 
hombres. 
     En Mujeres: 
- Atacama con un 3,2 por cada 100 mil mujeres. 
- Valparaíso con un 2,9 por cada 100 mil mujeres. 
- Coquimbo, El Maule y los Lagos con un 2,6 por cada 100 mil mujeres. 
     La mortalidad de Melanoma de piel, ocupa el lugar 19, donde en hombres existen 
220,4 casos al año de los cuales mueren 84,6 hombres al año. En cambio, la cifra de 
mujeres es más baja, con 213,2 casos al año, de los cuales mueren 71,0 mujeres al año 
(Díaz, 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
27	  
	  
CAPÍTULO 2 
 
 
 
2.1 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
2.1.1 Problemática 
 
 
¿El método de captación del ion ferroso es más efectivo (su tinción más  fuerte)  que el 
método de Fontana Masson para su utilización como técnica de rutina en la 
identificación de la melanina? 
 
 
2.1.2  Hipótesis 
 
 
     El método de captura del Ión Ferroso es más efectivo que la técnica de rutina de 
Fontana  Masson al momento de identificar la melanina,  siendo el primero,  un método 
más estable (debido a que en su procedimiento no utiliza soluciones de mayor cuidado 
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que puedan llevar al fracaso de la técnica), requiere menos tiempo de realización y 
menos materiales a utilizar en su procedimiento. 
 
 
 
2.1.3 Objetivo General 
 
 
      Demostrar que  el Método de Captación del Ión ferroso es más efectivo en la 
identificación de melanina en biopsias de piel del Hospital Carlos Van Buren que la 
técnica de Fontana Masson.  
 
 
 
2.1.4 Objetivos Específicos 
 
 
1. Determinar el grado de tinción de la melanina presente en los cortes teñidos con 
las técnicas a comparar. 
2. Comparar ambas técnicas según el grado de tinción. 
3. Identificar ventajas y desventajas de ambas técnicas, en relación al tiempo,  
número de pasos  y uso de materiales de cada técnica. 
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2.2 MATERIAL Y MÉTODO 
 
 
     Para la realización de éste estudio se utilizaron  60 muestras de biopsias de piel que 
contenían nevos y melanomas. Éstas son muestras previamente fijadas con formol al 
10%  e  incluidas en parafina. De éstas se obtuvieron cortes de 5µm de espesor, las que 
fueron teñidas con las técnicas de Fontana Masson y la Captación del Ión Ferroso. 
     Para la visualización y evaluación de los resultados se utilizó un Microscopio óptico 
Olympus BX43, registrando las zonas del corte a comparar con una cámara de 
microscopía Moticam 580 de 5.0 MP, facilitada por la unidad de Citología del Hospital 
Dr. Gustavo Fricke de Viña del Mar. 
 
 
 
2.2.1 Tipo de estudio 
 
 
     En la presente investigación se realizó un estudio explicativo con enfoque 
cuantitativo,  que   comparó el rendimiento de dos técnicas  de Histoquímica utilizadas 
en la identificación de Melanina. 
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2.2.2 Lugar de realización 
 
 
     La investigación se realizó en los laboratorios de la Universidad Andrés bello sede 
Viña del Mar, en el laboratorio de Anatomía patológica del Hospital Van Buren de 
Valparaíso y en el laboratorio de Citología del Hospital Dr. Gustavo Fricke de Viña del 
Mar. 
 
 
2.2.3 Muestra 
 
 
     Se utilizaron 60 muestras de piel de tipo no aleatoria, total definido por el ingreso 
anual de muestras dermatológicas con melanomas y nevos provenientes de la unidad de 
anatomía patológica del Hospital Carlos Van Buren en los periodos  2012 y 2013.  
     Cómo método de selección se utilizaron los siguientes criterios de inclusión y 
exclusión: 
2.2.3.1 Criterios de exclusión:  
- Muestra  mal fijada. 
- Muestra escasa (Refiriéndose a esto como muestra que a la 
macroscopía es muy pequeña y  que exista poca cantidad de 
melanina al observar al microscopio). 
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2.2.3.2 Criterios de inclusión: 
- Muestras de nevo y melanomas 
- Muestras con diagnóstico final conocido. 
 
 
 
2.2.4 Variables 
 
 
     Dentro de la investigación se evaluaron tres características significativas del 
procedimiento técnico y a la observación microscópica: 
• Cantidad de materiales que se requieren para la preparación de cada 
técnica, con el fin de evaluar que técnica es más eficiente. 
• Cantidad de tiempo que involucra a ambas técnicas en su procedimiento, 
con el fin de estimar que técnica es más útil a la hora de tener un diagnóstico rápido. 
• Grado e intensidad de tinción de  melanina con ambas técnicas. Para ello 
se dispondrá la misma zona del tejido. Se medirá según: 
 
- 0: sin tinción (0%) 
  
 
 
FIGURA 5 Piel (10x) 
(A) Técnica de Fontana 
Masson sin presencia de 
melanina 
(B) Método de Captación de 
Ión Ferroso sin presencia 
de melanina. A B 
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- 1: tinción leve (1-30%) 
 
 
- 2: tinción intermedia  (31- 60%) 
 
 
- 3: tinción fuerte (61-100%) 
 
 
FIGURA 6 Metástasis 
subcutánea (10x) 
(A) Técnica de Fontana Masson 
con leve presencia de 
melanina 
(B) Método de Captación de Ión 
Ferroso con leve presencia 
de melanina. 
A B 
FIGURA 7 Piel (10x) 
(A) Técnica de Fontana Masson 
con tinción intermedia de 
melanina 
(B) Método de Captación de Ión 
Ferroso con tinción 
intermedia de melanina. 
	  
A B 
FIGURA 8  Piel (10x) 
(A) Técnica de Fontana Masson 
con tinción fuerte de melanina 
(B) Método de Captación de Ión 
Ferroso con tinción fuerte de 
melanina. 
	  A B 
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2.2.5 Método estadístico de análisis de la información 
 
 
     Los datos recolectados fueron ordenados y almacenados en Excel 2007 donde se 
generaron tablas de contingencia, las que posteriormente se evaluaron con XLSTAT,  
éste programa se utilizó para variables como: el grado de tinción de melanina y la 
cantidad de materiales a utilizar. Para el análisis de los datos se recurrió a  la prueba 
exacta de Fisher, con un nivel de significancia de p<0,05. Se utilizó ésta prueba debido a 
que es más precisa cuando las frecuencias son muy bajas. 
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CAPÍTULO 3 
 
 
 
 
3.1 RESULTADOS 
 
 
 
     A partir de 60 muestras de tejido de piel, se obtuvieron aproximadamente 120 
láminas con el método de la técnica histológica, de las cuales a 60 se les realizó el 
método de Captación del Ión  Ferroso y a las otras 60 la Técnica de Fontana Masson. 
     Para determinar el grado de tinción de la melanina presente en las láminas con ambas 
técnicas, se efectuó una observación al microscopio en la misma zona del tejido de la 
muestra con las diferentes técnicas; entre los observadores se encontraban Tecnólogos 
Médicos y Médicos Anatomopatólogos del Hospital Carlos Van Buren. Se determinaron 
diferentes intensidades las que variaban entre 0 y 3. 
      Para el análisis de los datos se utilizó el programa Xlstat, en donde se insertaron los 
datos de acuerdo a la intensidad de la tinción de la melanina y los materiales utilizados 
en cada técnica. 
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3.2 Resultados: Materiales utilizados 
 
 
 
  
CAPTACIÓN IÓN 
FERROSO 
FONTANA 
MASSON TOTAL 
Cubetas plásticas 4 5 9 
Carros 3 3 6 
Pipeta 1 1 2 
Probeta 1 1 2 
vasos precipitados 3 4 7 
vidrioreloj 2 4 6 
Espátula 2 4 6 
varilla de vidrio 2 4 6 
TOTAL 18 26 44 
TABLA 1: Tabla de contingencia de los materiales utilizados en cada técnica. 
 
 
Hipótesis de la prueba exacta de Fisher: 
Ho: No existe relación entre la cantidad de materiales y la factibilidad de  las técnicas. 
H1: Si existe relación entre la cantidad de materiales y la factibilidad de  las técnicas. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
36	  
	  
3.3 Resultados: Intensidad de tinción. 
 
 
 
INTENSIDAD FONTANA MASSON 
CAPTACIÓN IÓN 
FERROSO TOTAL 
sin tinción: Grado 0 1 1 2 
tinción leve: Grado 1 10 22 32 
tinción intermedia: Grado2 25 25 50 
tinción fuerte: Grado 3 24 12 36 
TOTAL 60 60 120 
 
TABLA 2: Tabla de contingencia sobre el grado de intensidad visualizado y analizados 
al microscopio. 
 
 
 
Hipótesis de la prueba exacta de Fisher: 
     Ho: No existe relación entre la intensidad de tinción y la técnica utilizada en el 
reconocimiento de melanina. 
     H1: Si existe relación entre la intensidad de tinción y la técnica utilizada en el 
reconocimiento de melanina 
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3. 3.1 Comparación de técnicas en imágenes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9 Nevo melanocítico 
intradérmico (10x) calificada 
con grado 0  (sin tinción) para 
ambas técnicas. 
(A)Técnica de Fontana 
Masson. 
(B) Método de Captación 
Ión Ferroso. 
A 
FIGURA 9  Nevo 
melanocítico intradérmico 
(10x) calificada para ambas 
técnicas  con grado 0 (sin leve) 
(A)Técnica de Fontana 
Masson 
(B) Método de Captación 
de Ión Ferroso 
 
 
B 
B 
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FIGURA 10  Nevo 
melanocítico intradérmico 
(40x) calificada para ambas 
técnicas  con grado 1 (tinción 
leve) 
(A)Técnica de Fontana 
Masson 
(B) Método de Captación 
de Ión Ferroso 
 
 
A 
B 
B 
B 
A 
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FIGURA 11 Nevo melanocítico 
compuesto  (40x) calificada  
para ambas técnicas con grado 2 
(tinción intermedia) 
(A)Técnica de Fontana 
Masson 
(B) Método de Captación de 
Ión Ferroso 
 
A 
B 
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FIGURA 12  Melanoma in situ 
de la piel, Vestíbulo Nasal 
(40x). Calificada con grado 3 
(tinción fuerte) para ambas 
técnicas. 
(A)Técnica de Fontana 
Masson. 
(B) Método de captación 
Ión Ferroso 
A 
B 
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3.4 Resultados: Tiempo de cada técnica 
 
 
  
  
CAPTACIÓN IÓN 
FERROSO 
solución Hierro ferroso 1 hora 
Lavados 20 min 
solución ferricianuro 1 hora 
solución ácido acético 2 sg 
  Total tiempo: 2 hrs 20 min 
 
TABLA 3 Tiempo total de Captación Ión Ferroso 
 
 
 
 
  FONTANA MASSON 
Solución Gram 10 min 
Lavado 30 min 
Solución de fontana  20 hrs 
Solución de Hiposulfto de Na 2 min 
Lavado 3 min 
Safranina 15 sg 
  Total tIempo: 20 hrs 45 min 
 
TABLA 4. Tiempo total de Fontana Masson 
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4. DISCUSIONES 
 
 
     La presente investigación, se realizó con muestras de piel de pacientes con nevos y 
melanomas del Hospital Carlos Van Buren de Valparaíso, con el interés de determinar 
que técnica es más efectiva en la identificación de la melanina; entre ellas el Método de 
Captación del Ión Ferroso y la Técnica de Fontana Masson. 
     Para el área de Tecnología Médica con mención en Morfofisiopatología y 
Citodiagnóstico, el estudio de técnicas Histoquímicas comprende un sector poco 
estudiado e investigado, ya que la información se limita principalmente a los protocolos 
establecidos para cada técnica. 
     Cabe destacar que el Método de Captación del Ión Ferroso es poco conocido y no se 
utiliza a modo rutinario, pero a su vez en el aspecto técnico presenta beneficios tanto 
como para el Tecnólogo Médico, para el Anátomo Patólogo y al paciente entregando un 
pronto diagnóstico, he aquí la importancia de éste estudio. 
     De acuerdo a los resultados, se logró determinar que no hay relación entre la cantidad 
de materiales y la factibilidad de las técnicas (ver Tabla 1), a pesar de esto, se debe 
destacar que la técnica de Captación del Ión Ferroso, al utilizar menos materiales facilita 
la labor del Tecnólogo Médico. 
     En relación a los aspectos técnicos de ambos métodos, cabe señalar que el Método de 
Captación de Ión Ferroso utiliza un tiempo mucho más corto, con un tiempo total de 2 
horas y 20 minutos en la realización de la técnica, además  al  preparar las soluciones, 
éstas no requiere cuidados especiales y son fáciles de preparar. A su vez la Técnica de 
Fontana Masson utiliza una cantidad de tiempo considerable, que consiste en 20 horas y 
45 minutos, por lo que no se podría acudir a éste método en casos que se requiera un 
diagnóstico de manera urgente, a esto se debe agregar que la solución de plata amoniacal 
requiere un cuidado especial, no debe estar en contacto con la luz, pues tiende a 
precipitar (Martínez, 2008) generando una tinción de fondo (background), que 
finalmente puede dificultar el diagnóstico. 
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     También se debe mencionar, que la Técnica de Fontana Masson presenta una mayor 
cantidad de número de pasos en su realización, entre ellos está la utilización obligatoria 
de un colorante de contraste, de lo contrario se observarían únicamente los gránulos de 
melanina y no se apreciaría el resto del tejido. En cambio, la técnica de Captación del 
Ión Ferroso no requiere de la utilización de colorantes de contraste, porque las 
soluciones utilizadas entregan un color de fondo azul claro, que permite evaluar de 
manera correcta el tejido observado. 
     Con respecto al grado de tinción realizadas con ambas técnicas se determinó  que hay 
relación entre la intensidad de tinción y la técnica a utilizar en la identificación de 
melanina (ver Tabla 2), siendo la Técnica de Fontana Masson quien presentó una mayor 
intensidad de tinción, observándose los gránulos de melanina de un color negro (García 
del Moral, 2001),  al contrario del Método de Captación de Ión Ferroso, donde fue de un 
color café a pardo (García del Moral, 2001), pero gracias a la comparación simultánea 
de las muestras, se pudo determinar que Fontana Masson no identifica más melanina, 
solo que la tinción es más intensa. Además, es necesario destacar que en varias muestras 
la Técnica de Fontana Masson presentó un precipitado de fondo (background) que no 
correspondía a melanina, dificultando la microscopía, detalle que no se aprecia con la 
otra técnica. 
     En el caso del Método de Captura del Ión Ferroso, se consideró necesario emplear un 
método de diagnóstico diferencial para las muestras que no correspondían a piel, como 
lo es en el caso de metástasis de melanomas, ya que la melanina suele confundirse con 
hemosiderina; en éste caso se utilizó el Método del Azul de Prusia, el cual dio negativo 
para hemosiderina; determinando así que lo observado al microscopio correspondía 
efectivamente a melanina. Éste tal vez podría ser el gran inconveniente que presente la 
técnica, aunque es preciso señalar que el Método de Azul de Prusia es de fácil 
realización y dura aproximadamente 30 minutos, también hay que considerar que la 
cantidad de muestras sometidas a este método fueron muy pocas (4 muestras). 
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5. CONCLUSIONES 
 
 
     La realización de las técnicas en discusión, no dependen de la cantidad de materiales, 
pues no existe relación alguna entre la cantidad de materiales con la factibilidad y éxito 
de la técnica a realizar. 
     De acuerdo al tiempo que involucran a ambas técnicas, se determinó que el Método 
de Captación Ión Ferroso es la técnica de menor tiempo de realización, característica que 
se predecía,  debido a los protocolos ya existentes. 
     Con respecto al grado de intensidad, la Técnica de Fontana Masson, fue la que 
identificó de manera más intensa los gránulos de melanina, pero no identificando mayor 
cantidad de ésta. 
     Por tanto, se concluye que el Método de Captación Ión Ferroso es una técnica que 
puede ser incluida en los laboratorios de anatomía patológica para utilizarla en rutina, 
dado que identifica  la misma cantidad de melanina que la técnica utilizada en rutina hoy 
en día, pero con la diferencia, que los gránulos de melanina no se visualizan tan 
intensos, esto siendo validado por dos Anatomopatólogos del Hospital Carlos Van Buren 
de Valparaíso (ver anexo de Validación) 
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ANEXOS 
 
ANEXO A 
 
PASOS DE LA TÉCNICA HISTOLÓGICA 
 
 
     Fijación: La fijación del tejido es el primer paso de la técnica histológica y consiste 
principalmente, en conservar la morfología del tejido deteniendo procesos de autolisis y 
de putrefacción celular, que ocurren tras la muerte celular. Para esto es necesario que los 
agentes fijadores cumplan  con algunas características como son; tener buena acción 
microbicida, rápida acción sobre la autolisis y en lo posible intensificar la coloración del 
tejido (García del Moral, 2001). 
     Deshidratación: La deshidratación, es el paso que continúa a la fijación  y que tiene 
por objetivo la eliminación completa del agua de la muestra,  para que luego el medio de 
inclusión penetre en el intersticio tisular. (Ochei,2000). Los principales agentes 
deshidratantes son los alcoholes tales como etílico y  metílico, los cuales se utilizan en 
concentraciones ascendentes, con el fin de extraer el agua de manera paulatina 
(Bancroft, 2008). 
     Aclaramiento: Es el paso entre la deshidratación e  impregnación, es también 
denominada desalcoholización, ya que se sustituye el agente deshidratante (García del 
Moral, 2001). Este medio debe ser miscible con el medio de inclusión, siendo el más  
utilizado  el xileno o xilol (dimetil benceno) que tiene como ventaja endurecer poco los 
tejidos, ser rápido y es fácil apreciar el punto de aclaramiento del tejido, pero presenta 
como gran desventaja que es tóxico (Ochei, 2000). 
     Impregnación: Tiene por objeto rellenar los espacios intra y extracelulares con el 
medio de inclusión que se va a utilizar, el cual da homogeneidad y cierta consistencia a 
la pieza anatómica. El medio de impregnación más utilizado son las parafinas 
histológicas, “las cuales son sustancias de tipo céreo compuestas por mezclas de 
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hidrocarburos saturados de cadena larga” (García del Moral, 2001). Este procedimiento 
se realiza con baños sucesivos de parafina fundida, la cual debe estar a una temperatura 
regida por el punto de fusión de la parafina a utilizar (Martínez, 2008). 
     Inclusión: Este proceso consiste en la obtención de un bloque sólido de tejido más el 
medio de inclusión (parafina). La finalidad de éste paso es obtener un bloque fácil de 
manejar, de dureza homogénea que permita realizar cortes sin distorsión ni 
fragmentación (García del Moral, 2001).  
     Corte: Proceso en el cual se obtienen delgados cortes de tejido, aproximadamente de 
4-6 um, lo suficientemente delgados para permitir su observación microscópica. El 
instrumento mecánico de precisión utilizado para este proceso  es el micrótomo 
rotatorio.(García del Moral, 2001; Martínez, 2008). 
     Coloración: La tinción del corte permite estudiar y conocer las características  de los 
tejidos y las relaciones entre las células que los constituyen.  La utilidad del método se 
debe  a que los distintos tejidos, muestran afinidades diferentes para casi todos los 
colorantes (Lynch, 1982). 
     Montaje del corte: El montaje consiste en colocar un cubreobjeto limpio sobre el 
portaobjeto con el tejido coloreado. Sirve para proteger  la muestra de la desecación y 
del daño mecánico y permite la correcta observación bajo el microscopio. Para esto se 
utilizan diversos medios de montaje de tipo anhidros (como las resinas sintéticas) o de 
tipo acuosos (García del Moral, 2001). 
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ANEXO B 
 
 
VALIDACIÓN DE LO REALIZADO 
  
Nombre: Humberto Vallejo Atkinson. 
RUT: 6.301.835-k 
Jefe de Unidad de Anatomía Patológica del Hospital Carlos Van Buren de Valparaíso. 
  
Nombre: Carlo Lozano Burgos. 
RUT: 13.103.040-1 
Anátomopatólogo del Hospital Carlos Van Buren de Valparaíso. 
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ANEXO C 
 
RESULTADOS ESTADÍSTICOS. 
  
Resultados de materiales utilizados en cada técnica 
  
p-valor (bilateral) 1,000 
Alfa 0,05 
  
p-valor > alfa à  se acepta Ho 
  
  
Resultados de grado de tinción en ambas técnicas 
  
p-valor (bilateral) 0,022 
 Alfa 0,05 
  
 p-valor < alfa à  Se acepta Ha 
 
